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Desramone dell'invaizione aveate per titolo: 

"DEBOVATI EPIMERIZZATI DEL POLISACCARIDE K5 A ELEVATISSIMO 
GRADODISOLFATAZIONE" . H^^'^^^TTlsr-sr- 



TitolarirORESTE, Pasqua;ZOPPETTI, Giorgio; residenti in Milano 18GI(J 2002 
Ihventori: ORESTE, Pasqua; ZOPPETTI, Giorgio; 

t 

OGGETTO DELL'INVENZIONE 
!La presente invenzione conceme tmovi derivati del polisaccaride K5 ad 
elevatissimo grado di solfatazione, un procedimeato per la lorp ptepara^one^ nuoyii 
intermedi altamente O-solfatati utili nella loro sintesi e. cpmposiziom famaceuficfae. 
contenenti detti derivati del polisaccaride K5 come principi^attivi -essenidalm privi 
di attivitA sulla coagulazione, ' ; ^ ■ - . ' 

In particolare, I'invenzione si riferisce a derivati del polisaccaride K5 altamente 
O- ed N,0-solfatati ottenibili a partite da un polisaccaride K5, previamente N- 
deacetilato, N-solfatato e C5-^imerizzato per alm^o il 20%, mediante O- 
supersolfatazione in adatte condizioni e successiva N-acilazione o N-solfatazione, 

CONTESTO DELL'BSrVENZIONE 
I gUcosaminoglicam come eparina, eparan solfato, dermatan solfato, condroitin 
solfato e acido ialuronico souo biopolimeri estratti indusfriaknente da van organi 
ammali. 

In particolare, Tepaxiiia, principahnente ottenuta mediante estrazione da mucosa 
intestinale di maiale o da polmone bovino^ h un copolimero polidisperso con una 
distribuzione di peso molecolare da circa 3.000 a circa 30.000 D fotmato da una miscela 
di catene essenzialmCTite costituite da un acido uronico (acido glucuronico o acido 
iduronico) e da un aniinozucchero (glucosamina) uniti da legami a-1— > 4 o "p-l— > 4, 

Ml 2OO2A0OI 34 & 
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NeU'eparina, Tunit^ inonica pud esseie 0-solfetata in posizione 2 e I'unitjL 
glucosaminica h N-acetilata o N-solfetata, 6-0-solfetata e 3-O-soliatata in circa lo 0,5% 
delle vtnitk glucosaminiche presenti. 

Le pioprieti e la naturale biosinted deU'eparina nei mammiferi sono state 
descritte da Lindahl e al., 1986 in Lane, D. e Lindahl, U. (Editori) 'Heparin. Chemical 
and Biological Propqrties; Clinical AppUcations", Edward Arnold, London, Pagine 159- 
190, da LindaW, U, Feingold D. S. e Roddn L, 1986 TJBSi H, 221-225 ©da Conjad H. 
E. "Hq)arin Binding Proteins", C^itolo 2: Structure of Heparinoids. Academic Press, 
1998. La biosintesi den'g)arina awiene a paftire dal suo precuisore N-acetil-epaiosano 
costituito da una miscela di catene formate dall'unit& disaccaridica ripetitiva glucoronil- 
p-l->4-N-acetaglucosamina. Detto precursore subisce modificaziom enzimatiche che 
idrolizzano parzialmente il gruppo N-acetiie, sosti&eridc^p - con un g^^ SO3 , 
epimerizzano il carbossile in posizione 5 di una parte delle unita giucuioniche 
^formandole in unit^ iduroniche e introducendo grappi O-solfeti per airivare a un 
proddtto che, una volta estratto indusliiahnente, ha un numeto di gruppi solfeti circa 
doppio del numero di caibossiU per unit^ disaccaridica. Queste modificazioni 
enzimatiche conducono, fra I'altro, alia formazione della regione pentasaccaridica di 
legame aU'antitrombina m (ATm), chiamata pentasaccaride attivo, che h la struttura 
necessaria per Televato legame di afSnita dell'eparina aH'ATm e fondamentale per 
I'attivita anticoagul^te e antitrombotica dell'eparina. stessa. Questo. pentasaccaride, 
presente all'intemo di solo alcune delle catene che formano I'epanna, contiene un'unit^ 
glucosaminica solfetata in posizione 3 e un acido glucuronico intervaUato tra disaccaridi 
contenenti-acidi iduronici. 

la natura, la formazione del pentasaccaride attivo e resa possibile dalla reazione 
di epimerizzazione del carbossile di una parte delle unita glucuroniche in unita 
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iduroniche ad opera della glucoroml-C5-epimerasi (C5-epimerizzazione) e da 
un'opportuna solfatazione che porta anche all'introduzione di un gruppo solfato 
sull'ossidrile in posizione 3 deUa glucosamma. m particolannente, in nature la 
fonnazione del pentasaccaride attivo h resa possibile dSl fetto che la C5- 
epimeiizzazione awiene a gr^olo ("cluster" in inglese), vale a dire su porzioni di 
catene, e in mode estpnsivo che conduce a un piodotto che contiene piil uniti iduroniche 
che glucuroniche. L'eparina commerciale contiene infatti circa il 70% di \um 
iduroniche e il 30% di mdtk glucuroniche. 

Accanto aUe attiviti principah anticoagulante e antitrdmbotica, I'epa^ eswate^. 
anche attiviti autiUpemica. antiproliferativa, antivirale, antitumorale e antimetasta^U 
ma il suo uso come fermaco 6.ostacolato dagli effetti s?condaii doviiti allW^iie 
anticoagulante che pu6 provgcare emorragie. 

• ' .... 

STATO DELLA TECNICA 

E' noto che il polisaccaride capsulare K5 isolato da Escherichia coli, descritto da 

Vann W. F. et al., in European Journal of Biochemistry, 1981, 116, 359-364 CVann 

1981"), 6 costituito da una miscela di catene foimate dall'unit^l disaccaridica ripetitiva 

glucoronil-p-l->4-N-acetil glucosamina e mostra dunque la stessa sequenza dell'N- 

acetil-epaiDsano precursore deU'epaiina, D poUsaccaride capsulare K5, mdicato qui di 

seguito *«polisaccaride K5" o piA sempUcemente «K5", h stato modificato per via 

chimica da Lormeau et al, come descritto in US 5,550,116 e da Casu et al. come 

descritto in Carbohydrate Research, 1994, 263, 271-284. K5-0-solfati aventi attiviti 

antitumorale, antimetastatica, antivirale, in particolare anti-HTV sono descritti m EP 

333243 e WO 98/34958. D K5 6 stato. anche modificato per via chimica e enzimatica al 

fine di ottenere prodotti aventi un.'attiviti biologica m vitro sulla coagulazione dello 

stesso tipo di quella dell'eparina cosi come eslratta da organi animaU *^Sparina 
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estrattiva)- 

L'ottenimento dei prodotti aventi. un'attivita sulla coagulaziohe dello stessolBpo" 
di quella dell'qiarina esfrattiva awiene mediante procedimenti che mimano quelle che 
awiene in natura e prevedono tutti il passaggio chiave di C5-epimerizza2done con D- 
gluciironil CS epimerasi. 

I procedimei^ti descritti in IT 1230785, WO 92/17507, WO 96/14425 e WO 
97/43317 utilizzano il K:5 come materiale di partenza. II IC5 proveniente da 
fermentazione b sottoposto a una N-deacetilazione seguita da N-solfetazione e sul K5- 
N-solfato cosi ottenuto 6 effettuata una CS-epimerizzazione con C5-«pjmOTasr in 
soluzione, ottenuta o per cromatografia di una soluzione di enzixni microsoniiaK da 
mastocitoma di topo (TT 1230 785) oppure da fegato boyino (WO 92/i7507, WQ 
96/14425 e WO 97/43317). •,' . - - 

La'D-glucoronil C5 epimerasi da fegato bovino e stata purificata da Campbell, 
P. et al. in J. Biol Chem., 1994, 269/43, 26953-26958 ("CampbeU 1994^') che hanno 
anche fomito la sua composizione in aminoacidi e descritto il suo uso in soluzione per 
la trasfomiazione di un K5-N- solfato nel coirispondente prodotto epimexizzato al 30%, 
dimostrando la fomiazione di acido iduronico mediante metodo HPLC seguente ad una 
depolimerizzazione nitrosa.totale fino a disaccaride. 

H documento WO 98/48006 descrive la sequenza del DNA che codifica la D- 
glucoronil C5 epimerasi e una D-glucuronil C5 epimerasi ricombinante, ottenuta da un 
vettore di espressione ricombinante contenente detto DNA, successivamente purificata 
da Campbell et al. come illustrato da . Jin-Ping L. at al. in J. Biol Chem. 2001, 276, 
20069-20077 ("Jin-Ping 2001"). 

La sequenza completa della C5-epimerasi h stata descritta da Crawford B. E. et 
al. in J. Biol. Chem., 2001, 276(24), 21538-21543 (Crawford 2001) 
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H documento WO 01/72848 descrive un metodo per la prepaiazione di derivad 
N-deacetilati N-soIfeti del polisaccaride K5, epimmzzaA almeno al 40%. di acido 
iduronico rispetto al totale degli acidi uronici, avOTti un peso molecolare da 2.000 a 
30.000, contenenti dal 25 al 50% di catena ad alta affinity per I'ATin e aventi 
un'attivitA anticoagulante e antitrombotica espressa come rapporto HCII/antiXa da 1,5 a 
4. Detto documento ,descrive la supersolfetazione di un K5-N-SDlfato epimerizzato al 
40-60% e indica che 11 prodotto ottenuto, di cui d riportato il *^C-RMN, ha un contenuto 
di gruppi solfati per umtk disaccaridica di 2-3,5. Ripetendq la suddetta supersolfatazabne 
nelle condizioni descritte e esaminando il "C-RMN si h constatato che il prodotto. 
ottenuto 6 eflfettivamente un'ammina libera il cui contenuto di 6-O-solfato b 80-9S%, 
queUp di 3-O-solfeto sull'aminozucchero h del 30%, ma il cui grado di solfiiiatioiie 6 di 
3,2. Si 6 inoltre constatato che nelle condizioni di supersofi^lazione die'sciitte in WO 
01 /72848 non si ottiene un grado di solfatazione piu alto di 3,2. 

SOMMARIO DELL'INVENZIONE 

E' stato era trovato che, a partire da un epiK5-N-solfato, h possibUe ottenere una 
epiK5-amina-0-solfatata con un grado di solfetazione maggiore di quellb -di epiK5- 
amine-O-solfato descritte in letteratura, per esempio in WO 01/72848, preparando il 
sale con una base organica terziaria o quatemaria di detto epiK5-N-sol&to avendo cura 
di lasciare la miscela di readone a se per un periodo di tempo 30-60 minuti mantenmdo 
il pH a circa 7 e trsittando poi il sale ottenuto con un reattivo di O-solfatazione nelle 
condizioni di O-supersolfetazione. Analogamente, e stato trovato che, sottoponendo un 
LMW-epiK5-N-solfato alio stesso metodo di salificazione e di O-supetsolfetazione, si 
ottiene un LMW-epiK5-amina altamente 0-supeisolfetata. .. 

E' stato inoltre trovato che, sottoponendo repiK5-amiiia-0-supersolfatata o la 
LMW-epiK5-amina-0-siq)ersoIfatata a una N-acilazione o a una N-solfatazione, si 
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ottengono nuovi derivati N-acilati o N-soIfatati e O-supersolfatati privi di attivita sulla 

coagulazione e utili per la preparazione di composizioni faimaceutiche o cosmetiche. 

DESCaRIZIONE DETTAGLIATA 
Al fine di unifoimare la tenninologia e rendere U testo piii coihprensibile, nella 

preseate desciizione si useranno termini o espressioni convenzionali, al singolare o al 

plurale. In particolar?: 

con "K5" 6 "polisaccaride K5" si intende il polisaccaride capsulare da 
Escherichia coli ottenuto per fennentazione vale a diie una miscela di 
catene costituite da unit^ disaccaridiche di acido glucuionico-N-. 
acetilglucosamina ripetitive eventualmente contenenti nn doppio legame 
airestremilA non riducente come sopra illxistoito, comimque pfeparato e 
puiificato second© i metodi descritti in 16ttera&ra, in pafticblare secondo 
Vaan 1Q81, secondo Manzoni M. et al.. Journal of Bioactive Compatible 
Polymers, 1996, 11, 301-311 CTVCanzoni 1996"), secondo il metodo 
descritto in WO 01/72848 o come descritto nella PREPARAZIONE I qui 
di seguito; 

con "C5-epimerasi" si intende la D-glucoronil C-5 epimerasi, estrattiva o 
ricombinante, comunque preparata, isolata e purificata, in particolare 
come descritto in Campbell 1994, in WO 98/48006, in Jin-Ping L. et al. 
in J. Biol Chem. 2001, 276, 20069-20077 (Jin-Ping 2001") o in Crawford 
2001; 

con" K5-amina" si intende A K5 N-deacetilato per almeno il 95%; 

con **K5-N-solfato" si intende il K5 N-deacetilato e N-solfato per almeno ■ 

il 95%, come descritto qui di seguito; 

con "eptKlS" si intende il K5 e i suoi derivati in cui il 20-60% delle unit^ 




glucijroniche e C5-epimeri2zato a unita iduroniche 
con "epiK5-N-solfato" si intende il KS-N-solfato in ctii U 20-60% delle 
unita glucuroniche h C5-epimexiz2ato a unit^ iduroniche del tipo di quelli 
decritti in WO 92/17507 o WO 01/7284S; 

con "epiK3-amina-0-supersolfetata" si intende una epiKS-amina-O- 
solfatata con un grado di solfatazione di almeno 3,4; 
con **N-acil-epiK5-amina'-0-supersolfatato" si intende un'epiKS-amina- 
O-supersolfatata N-acilata, con un grado di solfatazione di alineno 3^4; 
con "epiK5-N-solfato-0-supersoIfatato" si intende un epiK5-N,0-solfato: 
con un grado di solfatazione di almeno 4; 
Inoltre: 

i termini e espressioni convenzionali qui sopra^definiti si* riferiscono a K5 
cosi come isclati dope fcrmentazione, generaluiculc con una 
distribuzione di pesi molecolari da circa 1.500 a circa 50,000 con un 
peso molecolare medio di 10.000- 25.000, vantaggiosamente di 15.000- 
25.000; 

i temiini e espressioni convenzionali qui sopra definiti, quando preceduti 
daU'actonimo *XMW" (daU'inglese "low molecular weight", basso peso 
molecolare), per esenqiio LMW-K5-N-solfato, LMW-epiK5-N-solfato 
designano prodotti a basso peso molecolare, ottenuti per frazionamento o 
per depolimerizzazione; 

i termini e espressioni convenzionali come qui sopra definiti, quando 
sono seguiti da "-derivato" designano globalmente tanto i derivati da K5 
nativo che quelli a basso peso molecolare; 

salvo specifica, diversa indicazione, con "grado di solfetazione" si 
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intende U rapporto SOaVCOO", esprimibile anche Come mimero di 
solfato per xxmtk disaccaridica, misurato con il metodo coduttimetrico 
descritto da Casu B.et al. in Carbohydrate Research, 1975, 39, 168-176 
(Casu 1975), lo stesso utihzzato in WO 01/72848; 
con "condizioni di O-supetsolfetazione" si mtende una O-solfatazione 
spinta^ effettuata per esempio secondo il Metodo C descritto da B. Casu et 
al. in Carbohydrate Research, 1994, 263, 271-284 (Casu 1994); 

con il tennine "alchile" si intende un aflchile Uneare o ramificato, meatre 
con "tetrabutilammonio" si intende indicare il gcappo ammonio sostituito 
con quattro gruppi n-butile. 
Cosi, secondo uno dei suoi aspetti, la presente invenzibne fomisbe nuovi derivati 
N-deacetilati del polisaccaride K5. O-solfetati e N-solfatati o^T-acilati cod un acido (C2- 
C4)carbossi1ico, C5-epimeri2zati a acido iduronico in ahneno il 20% del lotale dclle 
unita uroniche, aventi un peso molecolare medio da circa 2.000 a circa 45.000, un grade 
di solfatazione di ahneno 3,4 per i derivati N-acilati o di ahneno- 4 per i derivati N- 
solfeti, detti derivati essendo sostanaahnente mattivi sui parametri della coagulazione.. 

hi analogia con quanto sopra premesso, detti nuovi derivati saramio qui di 
seguito globahnente mdicati con il temime generale "q>iK5-amina-0-supersolfatata- 
derivati N-sostituiti", indipendentemehte dal loro peso molecolare. 

hi particolare, il peso molecolare medio b tra circa 2000 a circa 45.000 m quanto 
detti derivati piovengonb o daun epi-K5-N-solfato ottenuto per N-deacetilazione e N- 
solfatazione del K5 da fermentazione oppure dalla depohmerizzazione nitrosa di 
quest'ultuno. ControUando detta depolimerizzazione nitrosa h possibUe ottenere derivati 
a basso peso molecolare praticamente m tutto il suddetto intervallo. Tuttavia, per I'uso 
dei derivati deUa presente mvenzione come prodotti farmaceutici o cosmetici h 
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vantaggioso disporre di derivati a basso peso molecolaxe, con uh peso molecolare medio 
tra circa 4.500 e circa 8.500, con una distribnzione di peso molecolare da circa 2.000 a 
circa 10,000 o di derivati ad alto peso molecolare, provenienti dal K5 non firazionato, 
con un peso molecolare medio tra circa 20,000 e circa 45.000, con ima distribuzione di 
pesi molecolari da circa 2.000 a circa 70.000. 

H grado di solfatazione degli epLK5-arDina-0-supersoIfatata-derivati N-sostituiti 
della presente invenzione h molto elevato, in quanto sxd 4 ossidrili libeii disponibili per 
unita disaccaridica, ahneno 3,4, preferibilmente da 3,5 a 3,8, risultano solfetati, mentre 
Tazoto della glucosamina h acilato o anch'esso solfatato preferibihnente al 100%,. nel 
qual caso il grado di solfatazione diventa prefiaribilmente da 4 a 4,6. 

I nuovi epiK5-amina-0-supersolfatata-^erivati N-sostituiti dell^'invenzione sono 
100% 6-O-solfatati e 50-80% 3'-0-solfatati nelle lore unit4 glucosaminiche, 5-10% 3-0- 
monosolfatati in unita glucuronichc, 10-15% S-O-inouosolfiilali in unila iduroniclie e 
2,3-di-O-solfatati nelle rimanenti unita uroniche, tenendo conto che il grado di 
solfatazione e di almeno 3,4 nel caso di derivati N-acilati e di almeno 4 nel caso di 
derivati N-solfati. 

Gli epiIC5-amiiia-0-supersolfatata-derivati N-sostituiti della presente invenzione 
vengono preparati a partire da un polisaccaride K5, previamente N-deacetilato, N- 
solfetato preferibilmente al 100%, C5-epimerizzato al 20-60% e eventualmente 
depolimerizzato con acido nitroso, avente un peso molecolare medio da circa 1.500 a 
circa 25.000. Preferibilmente, come materiale di partenza si impiega un epi-K5-N- 
solfeto avente un peso molecolare medio tra 10.000 e 25.000 o un LMW-epiK5-N- 
solfato avente im peso molecolare medio tra circa 1 .500 e circa 8,000. 

Gli epiK5-N-solfati, preparati per C5-epiinerizzazione di K15-N-solfati, sono ben 
noti in letteratura e arapiamente descritti per esempio in WO 92/17507 o in WO 
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Un LMWepiK5-N-solfeto avente un contenuto in uniti idmoniche di circa 20%, 
ottenuto per N-deacetilazione, N-solfatazione e CS-epimerizzazione di una ftazione di 
K5 avente un peso molecolare medio di 5.000 e descritto in WO 92/17507. 

Un q)iK5-N-sol&to particolacmeote vantaggioso come materiaie di partenza h 
queUo ottenuto per ^imerizzazione di un K5-N-solfato praticamente privo di gmppi 
acetile a sua volta preparato da K5 particolannente puro, in particolare non contenente 
sostanze lipofile, descritto nella domanda pendente IT MI2001 A00397. 

I EI5-N-solfati CS-epimerizzati a basso peso molecolare aventi iin piii alto 
contenuto di unita iduroniche, in particolare 40-60%, preferibilmente 50-55%, sono 
invece nuovi prodotti particolannente vantaggiosi come materiali di partenza nella 
preparazione degli epiK5-amina-0-supersolfatg.ta7derfvati f^-sostituifi cLefla presente 
invenzione. 

I LMW-epiK5-N-solfati come sopra illustrati vengono preparati mediante un 
procedimento caratterizzato dal fatto che si sottopone un K5-N-solfato, in un qualsiasi 
ordine, 

(i) a una C5-epimerizzazione con una D-glucuronil C5-epimerasi isolata, 
purificata e immobilizzata su un supporto solido, a un pH di circa 7, a 
una temperatuiH di drca 30°C e per un periodo di tempo di 12-24 ore in 
presenza di almeno uno ione bivalente scelto tra calcio, magnesio, bario 
e manganese; e 

(ii) 

a una depolimerizzazione nitrosa eventualmente seguita da una riduzione 
con boroidruro di sodio. ■ 
La C5-q>imerasi, preferibilmente ricombinante, isolata e purificata per eserapip 
secondo CampbeU 1994, WO 98/48006, Jin-Ping 2001 o Crawford 2001, viene 
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immobilizzata su un supporto inerte in presenza del substrato, vale a dire in presenza del 
K5-N-solfato-derivato di partenza. L'immobilizzazione viene efifettuata secondo i 
metodi convenidonali, per esempio come descritto in WO 01/72848. 

La reazione di C-5epimerizzazione viene condotta &cendo ridrcolaie 20-1.000 
ml di una soluzione di HEPES 25 mM a pH circa 7 contenente 0,001-10 g di K5-N- 
solfeto-derivato e catione scelto tra calcio, magnesio, bario e manganese a una 
concentrazione tra 10 e 60 mM attraverso una coloma contenente da 1,2 x lO' a 3 x 
10" cpm dell'enzima immobilizzato, mantenendo fl pH a dica 7 a circa 30°C, a un 
flusso di 30-220 ml/ora per un periodo di tempo di 12-24 ore, vantaggiosamente di 15- 
24 ore. 

PrefaibilmCTte si fa ricircolare detta soluzione a un flusso di eiita 200 ml/ora 
per tutta una notte (15-20 ore). E piodptto ottenuto 6,puifficatQ e sep-arafo secondo 
metodi noti, per esempio mediante ultrafiltrazione e precipitazione con etanolo. II 
prodotto cosi ottenuto 6 costituito o da epiK5-N-solfeto (e in tal caso yiene disciolto in. 
acqua e sottoposto a depolimerizzazione) oppure da LMW-epiK5-N-solfato (in tal caso 
costituisce il prodotto finale). La percentuale di epimerizzazione, in pratica la quantity 
di unita iduroniche rispetto alle glucxironiche, h calcolata con 'H-ItMN secondo il 
metodo descritto in WO 96/4425. 

La reazione di depolimerizzazione nitrosa b condotta secondo i metodi noti per 
la dq)olimerizzazione dell'eparina, per esempio secondo il metodo descritto in BP 
37319, in WO 82/03627 oppure secondo il metodo per la depolimerizzazione di un K5- 
N-solfeto descritto in EP 544592, ma a partire da un K5-N-solfato o da un epiK5-N- 
solfato contenente da 0 a non piu del 10% di gruppi acetile. Preferibilmente, la . 
depolimerizzazione, effettuata con nitrito sodico e acido cloridrico, ^! seguita da una 
riduzione in situ con boroidruio di sodio. 
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In pratica, una soluzione acquosa fredda del substrate (K5-N-solfato o epiK5-N- 
solfato) viene portata a pH acido (circa 2) con acido cloridrico e, senipre a fireddo, 
trattata con nitrito sodico mantenendo la temperatura (circa 4^*0) e 11 pH (circa 2) 
costanti e, al tennine della depolimerizzazione (circa 15 - 30 minutl) la soluzione viene 
neutralizzata con idrossido di sodio e trattata, sempre a circa 4**C con una soluzione 
acquosa di boroidrm^o di sodio. Al tennine della riduzione (circa 4 ore) Teccesso di 
boroidruro di sodio e distrutto con acido cloridrico,. la soliizione e neutralizzata con 
idrossido di sodio e il prodotto depolimenzzato (e lidotto) viene isolate secondo metodi 
noti, pei: esempio per semplice precipitazione con etanolo o acetone, 
n prodotto ottenuto al termine della depolimerizzazione pu6 essere o un LMW-epiK5- 
N-solfato (in tal caso costituisce il prodotto finale) oppure un LMW-K5-N-iolfato (e in 
tal caso viene direttamente sottoposto a C5-epiraerizza246n€?come Ulustfato qui sopra, 
dopo isolamento o anche in soluzione senza essere preventivamente isolato). 
ControUando opportunamente la reazione . di depolimerizzazione, in particolare 
utilizzando diverse quantity di nitrito sodico/acido cloridrico, si ottengono LMW-K5-N- 
solfati o LMW-epiEC5-N-solfati aventi un peso molecolare medio in tutto TintervaUo da 
circa 1.500 a circa 7.500, calcolato alio spettro ^^C-RMN attraverso I'integrazione del 
segnale attribuito al C2 del 2,5-anidromanmtolo con quella del carbonic anomerico 
della glucosamina interna alia catena polisaccaridica. 

Gli epiK5-armna-0-supersolfatata-derivati N-sostituiti della presente invenzione 
sono preparati secondo un nuovo procedimento che costituisce un aspetto ulteriore della 
presente invenzione. Dettp procedimento e caratterizzato dal fatto che 

(a) si tratta un polisaccaride K5, previamente N-deacetilato, N-solfatato 
preferibilmente al 100%, C5-epimOTZzato al 20-60% e eventualmente 
depolimerizzato con acido nitroso, avente un peso molecolare medio tra 
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circa L500 e circa 25.000, in forma acida, cdn una base brganica 
terziaria o quatemaria, lasciando la miscela di reazione a s6 per un 
periodo di tempo di 30-60 minuti, mantenendo il pH della soltjzione a un 
valore di 7 e si isola il suo sale con detta base organica; 

(b) si tratta detto ssde di base organica di detto polisaccaride con un reattivo. 
di O-^olfetazione nelle condizipni di O-supersolfatazione; 

(c) si tratta il prodotto cosi ottenuto con un reattivo di N-solfatazione o con 
un derivato funzionale di un acido carbossilico (C2-C4), si isola TepiKS- 
amina-0-supersolfatata-4erivato N-sostituito cosi ottenuto sotto foraia di 
sale di sodio e eventualmente si trasforma detto sale di sodio in un altro 
sale chunicamente p farmaceuticamente accettabile. 

In questo contesto, atieamine "chimicamente acc^ettamie" 6 rif eritD. a un catione 
utile nelle sintesi chimiche, come gli ioni sodio, animonio, (Ci-C4)tetraaicfaiIairLiiioiiiG, 
o per lapurificazione del prodotto, mentre "farmaceuticamente accettabile" si spiega da 
s6. 

Cationi vautaggiosi sono quelli derivati da metalli alcalini, metalli alcalino- 
terrosi, ammonio, (Ci-C4)tetraalchilammomo, alluminio e zinco. Cationi preferiti sono 
gli ioni sodio, calcio e tetrabutilaiDmomo, 

Vantaggiosamente, i materiali di partenza nella pr^arazione degli epiK5-amina- 
O-siipersolfatata-derivati N-sostituiti della presente invenzione sono epiK5-N-solfato- 
derivati costituiti da una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene ha la 
formula I 
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in cui le unM uroniche sono costitaite per U 20-60% da acidd iduronico, nbvm. numero 
intaro da 3 a 100 e il corrispondente cadone h chimicatnente o fennaceuticamraite 
accettabile. x 

Fit vantaggiosamente, detti epiK5-N-solfato-derivati di partenza sono costituiti 
da una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene ha la fonnula I in cui le 
. uniti uroniche sono costituite per il 40-60% da acido iduronico, n e uri nuniero intero da 
3 a 100 e il corrispondente catione h chimicamente accettabilg.' 

Materiali di partenza prefeiiti sono LMW^iK5-N-S6lfeti come sopra illustrati, 
costituiti da una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene ha la fcmnula I in 
cui le unit^ uroniche sono costituite per il 40-60%, preferibilmente 50-55%, da acido 
iduronico, n 6 un numero intero da 3 a 15 e il corrispondente catione 6 chimicamente 
accettabile. 

Detti materiali di partenza sono preferibilmente utilizzati sotto forma di sale di 
sodio, a meno che non sia gi4 disponibile un sale con una base organica teiziaria o 
quatemaria preparato secondo il passaggio (a) sopra iUustrato, preferibihnente il sale di 
tetrabutilammonio. 

Secondo un modo di procedere vantaggioso, il passaggio (a) viene condotto 
faceado passare una soluzione del sale di sodio del polisaccaride K5, pieviamente N- 
deacetilato,. N-solfetato prefCTibilmente al 100%, C5-epimerizzato al 20-60% e 
eveatuafanente dq)olimerizzato con acido nitroso, avente vm peso molecolare medio da 
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circa 1.500 a drca 25.000, attraverso una resina a scambio ionico acida, per esettipio del 
tipo IR-120 BT*^, raccogliendo I'eluato comprendente anche le acque di lavaggio della 
resina e neutralizzando I'eluato con una base organica terziaria o quatemaria, 
preferibilmente con una soluzione acquos^ di idtossido di tetrabutilammonio. La 
soluzione viene lasciata a s6 per 1 ora, mantenendo il suo pH a 7 mediante aggiunta 
della stessaijase e il pale cosi ottenuto viaie isolato mediante liofilizzazione. 

Nel passaggio (b), la O-supersolfatazione awiene utilizzando un eccesso di 
agente O-solfetante e operand© a una temperatura da 20 a 70°C per un periodo di tempo 
fino a 24 ore in un solvente aprotico polare. 

Vantaggiosamente, il sale con una base organica teiziaiia o quatemaria del 
poUsaccaiide K5, previamente N-deacetilato, N-solfatato preferibilmente al' 100%, C5- 
epimerizzato al 20-60% e eventualmente depolimerizzato cd&.acidb nitroso, avente un 
peso molecolare medio da circa 1.500 a circa 25.000 cosi come iso1ah» ne.1 
(a), viene disciolto in dimetilformamide e trattato con 2 - 10 moli di un reattivo di O- 
solfetazione per ogni ossidrile libero a una temperatura di 40-60°C per 10-20 ore. Come 
reattivo di O-solfatazione viene vantaggiosamente usato I'addotto piridina-SOs in 
quantity di 2,5 - 5 moli, preferibilmente 2,5 - 4 moli per ossidrile Ubero per disaccaride 
e la reazione viene vantaggiosamente condotta a 50-60''C, preferibilmente a 55*C per 
una notte. D prodotto ottenuto al terarine della reazione b isolato per addizione di 0,1-1 
volume di acqua e neutralizzazione, preferibihnente con idrossido di sodio, 
predpitazione con una soluzione sahira di cloruro sodico in acetone e filtrazione e 
eventuale ultrafiltrazione. 

II prodotto cosi ottenuto b il sale di sodio di un epiK5-amina-0-supersolfatata- 
derivato il cui contenuto in acidd iduronico 6 il 20-60% del totale degli acidi uronici, 
avente un peso molecolare medio da circa 4.500 a circa 40.000 e un grado di 
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solfatazione di almeno 3,4, vantaggiosamente di almeno 3,5, piii vantaggiosamente da 
3,55 a 4, preferibilmente da 3,55 a 3,8. H sale sodico cosi ottenuto pud essere convertito 
in un altro sale. A titolo di esempio si pud effettuare uno scambio con lo ione caleio 
operando con membrane da ultrafiltrazione. 

Come vautaggiosi materiali di partenza del passaggio (a) si usano epiK5 -N- 
solfato-derivati costi|uiti da una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene 
ha la foimula I suddetta, in cui. le unita uroniche sono costituite per il 20-60% da acido 
iduronico, n e un numero intero da 3 a 100 e il corrispondente catione h chimicamente o 
farmaceuticamente accettabile. Jn tal caso, alia fine del passaggio (b) §i ottiene im 
epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato costituito da una miscela di catene in cui 
almeno il 90% di dette catene ha la fomiula n 
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in cui le uniti uroniche sono costituite per il 20-60% da acido iduronico, n e un numero 
intero da 3 a 100, R, R' e R" sono idrogeno o SO3', il grade di solfatazione b di almeno 
3,4, vantaggiosamente di ahneno 3,5, pit vantaggiosamente da 3,55 a 4, preferibihnente 
da 3,55 a 3,8 e il corrispondente catione e chimicamente o farmaceuticamente 
accettabile. 

Questi epiK5-amiria-0-supersolfatata-derivati a elevatissimo grade di 
solfatazione sono nuovi prodotti utili come intermedi nella preparazione dei loro 
derivati N-solfati o N-(C2-C4)acilati sostanzi^hnente privi di attiviti sui parametri della 
coagulazione, ma dotati di altre interessanti proprieta larmacologiche. 

Vantaggiosi epiK5-amina-0-supersolfatata-derivati a elevatissimo grade di 
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solfata2!ione sono foimati da una miscela di catene in cui almeao il 90% di dette cateae 
ha la fonnula n in cui le uniti uroniche sono costituite per il 40-60% da acido 
iduionico, n 6 un numero intero da 3 a 100, con un peso molecolare medio da circa 
2.000 a circa 40.000, R b almeno 40%, preferibilmente 50-80% SO3", R' e R" sono 
ambedue SO3* oppure uno e idrogeno e I'altro b 5-10% SO3" in acido glucuronico 
monosol&to e 10-15,% SO3' in iacido iduronico monosolfato, il grade di solfatazione b 
superiore a 3,4 e il corrispondente catione b cMmicam^te o farmaceutLcamente 
accettabile. 

EpiE15-amiaa-0-supersolfatata-derivati a elevatissimo grado di solfatazione 
preferiti sono IMW-q)iK5-ainine-0-supersolfatate formate da una miscela di catene in 
cui almeno il 90% di dette catene ha la fommla n in cui le vmitk uroniche sorio costituite 
per il 40-60%, preferibihnente 50«55%, da acido i^urcSSico,. R. e 'almeno 40%, 
vantaggiosamente 50-80%, preferibilmente circa 65% SOs', R' e R" sono ambedue SOi" 
oppuxe uno e idrogeno e I'altro e 5-10% SO3" in acido glucuronico e 10-15% SO3' in 
acido idxuronico, n e un numero intero da 3 a 15, con un peso molecolare medio da circa 
4.000 a circa 8.000 e il corrispondente catione e chimicamente o farmaceuticamente 
accettabile. 

Tutti questi epiEC5-ainina-Q-supersolfatata-derivati ad altissimo grado di 
solfatazione sono nuovi prodotii che sono utili intermedi per la preparazione dei nuovi 
q)iK5-amina-0-supersolfatata-derivati N-sostituiti e costituiscono dunque un ulteriore 
aspetto della presente invenzione. 

In, particolare, secondo vm altro suo aspetto, Tinvenzione conceme I'uso dei 
suddetti epiKS-amina-O-supersolfatata-derivati ad altissimo grado di solfatazione per la , 
preparazione di nuovi epiK5-amina-Q-supersolfatata-derivati N-sostituiti, in particolare 
N-solfetati o N-acilati. • * 
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Nel passaggio (c), TepiKS-ainina-O-supersolfatata-derivato ad altissimb grado 
di solfatazione vieiie N-acilato o N-solfetato utilizzando i noti metodi di letteratura. 

La N-solfatazione viene effettuata trattando una soluzione acquosa contenente 
rq)iK5-aimna-0-supersolfatata-derivato proveniente dal passaggio (b) con carbonate 
sodico e iin agente di N-solfetazione, per esempio un addotto (Ci- 
C4)tridcMlaininina.^03 o piridina-SOa, mantenendo la miscela a 30-50°C per 8-24 ore e 
isolando TepiKS-N solfato-O-supersolfatato-derivato desiderate, per esempio mediante 
diafiltrazione. 

La N-acilazione viene effettuata facendo reagire TepiKS-amina-O- 
supersolfatata-derivato proveniente dal passaggio (c) con un derivato funzionale di un 
acido mono o dicabossilico contenente da 2 a 4 atomi di carbonic m' soluzione 
idroalcoolica a una temperatura di circa 4°C. Come deriv^fi febzionatt^di^fl^ acidi (Q- 
C4)carbossilici, preferibihnente dciracido acetico, malonico> o succinico o del mono 
esteri di questi ultimi, si pud usare Tanidride, il cloruro, un'anidride mista o un estere 
attivp. II prodotto ottenuto, un N-(C2-C4)acil-epiK5-amma-0-supersolfatata-derivato, 
viene neutralizzata con una base, preferibilmente idrossido di sodio, e (Juindi isolata per 
ultrafiltrazione e precipitazione con una soluzione satura di cloruro sddico in acetone. 
Se necessaiio il passaggio di N- solfatazione o N-acilazione vengono ottenuti fino ad 
ottenere una sostituzione superiore al 9S%. 

I nuovi epiK5-amina-0-supersolfatata-derivati N-sostituiti cosi' ottenuti si 
presentano generalmente sotto forma del loro sale sodico, Detto sale sodico pu6 essere 
convertito in un altro sale chimicamente o farmaceuticamente accettabile. SaJi 
particolannente vantaggiosi sono quelli di metalli alcalini, alcalino-terrosi, di ammonio, . - 
(Ci-C4)tetraalchilammonio, alluminio e zinco. Preferiti sbno i sali di sodio, calcio e 
tetrabutilammonio. 
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Vantaggiosi epiK5-amina-0-supersolfetata-derivati N-sostituiti secondo la 
presOTte invenzione sono ottenuti attraverso ^iK5-amina-6-supersolfetata-derivati a 
loro volta pr^arati da epiK5-N-solfato-derivati costituiti da ima miscela di catene in cui 
almeno U 90% di dette catene ha la formula I suddetta, in cuile vmit^ uroniche sono 
costituite per 11 20-60% da acido iduronico,. n 6 un numero inteio da 3 a 100 e il 
conispond^te catio^e 6 chimicamraite o fennaceuticamente accettabile. 

In tal case, i nuovi epiK5-amina-0-supersolfatata-derivati N-sostituiti sono 
costituiti da una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene ha la formula m 



(III) 



in cui R', R" e n hanno il significato sopra definito, R h SO3' jn almeno 40% di detta 
miscela di catene, Z 6 un (C2-C4)acile o un gruppo SOa", il grado di solfatazione h 
almeno 3,4 e il cotrispondente catione b chimicamente o fannaceuticamente accettabile. 

Detti cationi sono vantaggiosamente quelli di metalli alcalini, alcalino-terrosi, di 
ammonio, (Ci-C4)tetraalchilaimnonio, alluminio e zinco e, tra questi, preferibihnente i 
sali di sodio, calcio e tetrabutilammonio. 

n (C2-C4)acile preferito h il grappo acetUe. Z h 100% SO3' o (Qi-C4)acile. 

Tra i suddetti nuovi epiKS-amina-OrSupersolfatata-derivati N-sostituiti, quelli 
costituiti da miscele di catene in cui ahneno 90% di dette catene ha la formula DI 
suddetta in cui R 6 SO3" nel 50%-80%, preferibihnente in circa il 65% di dette catene e 
il grado di solfatazione b superiore a 3,4, vantaggiosamente h di 3,55-4,6, 
preferibihnente di 3,55-4,3. 

Sara chiaro all'esperto del ramo che il suddetto grado di solfatazione dipende dal 
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significato di Z nella formula m in quanto, se questo e acile, il valdre massimo possibile 
del grado di solfatazione della miscela di catene e 4, mentre se esso b SO3' il suo valore 
massimo possibile hS. 

Vantaggiosi epiKS-axnina-O-supersolfatataHlerivati-N-sostit^ sono formati da 
una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene ha la fomiulia HI in cui le 
unit^i uroniche sono qostituite per il 40-60% da acido iduronico, n & un numero intero da 
3 a 100, con un peso molecolare medio da circa 4.500 a circa 40.000, R h almeno 40%, 
preferibilmente 50-80% SO3', R' e R" sono ambediie SOy oppure uno 6 idrogeno e 
Taltro e 5-10% SO3' in acido glucuronico monosolfato e 10-15% SO3' in acido 
idurdnico monosolfato, Z 6 100% SOs" o (C2-C4)acile, il grado di solfetazione h 
superiore a 3,4 e il conispondente catione e chimicamente o fatmaceuticamente 
accettabile. ^ ' - ' . / . • ' 

FriiK.S-amina-O-sMpersolfaiala-derivali N-soslitiiili preferili sono LMW-epiKS- 
amine-O'^supersolfatate formate da una miscela di catene in cui almeno il 90% . di dette 
catene ha la formula IH in cui le unit^ uroniche sono costituite per il 40-60%, 
preferibilmente 50-55%, da acido iduronico, R e almeiib 40%, vantaggiosamente 50- 
80%, preferibilmente circa 65% SOs", R' e R" sono ambedue SO3* oppure uno b 
idrogeno e Taltro b 5-10% SO3" in acido glucuronico e 10-15% SOs" in acido iduronico, 
Z b 100% SOs' o (C2-C4)acile, n d un numero intero da 3 a 15, con un peso molecolare 
medio da circa 4.000 a circa 8.500 e il corrispondente catione b chimicamente o 
farmaceuticamente accettabile. 

I nuovi epiK5-amina-0-supersolfatata-derivati N-sostituiti, speciahnente sotto 
forma dei loro sali, sono prodotti altamente anionici in grado di catturare i radical! liberi 
e sono utilizzabili nell'industria cosmetica come coadiuvanti contro la caduta dei capelli 
o per preparare creme '"anti-et^" e, nell'industria farmaceutica, come prodotti" p^ 
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trattamento di dermatiti, 

Cosi, secondo un suo aspetto ulteriore, la presente invenzione. fomisce 
composizioni fennaceutiche comprendenti, in qualita di un loro principio attivo, una 
quantiti fermacologicaniente attiva di un q)iK5-amina-0-supersolfatata-derivato N- 
sostituito come sopra illustrato o di un suo sale fermaceuticamente accettabile, in 
miscela con un eccipiente fannaceutico. 

Nolle composizioni farmaceutiche della presente invenzione per la 
somministrazione orale, sottocutanea, endovenosa, transdennica o topica, i principi 
attivi sono preferibilmente somnairiistrati sotto forma di unit^ di dosaggio^ in miscela 
con i classici eccipienti o veicoli farmaceutici. 

La posologia puo variare. ampiamente in ftmziione^dell'et^ del peso, e delle 
condizioni di salute del paziente. Questa posologia coinprende la somimnistrazione di 
una dose da 1 a 1000 mg, vantaggiosamfsnte da 10 a 750 mg, prsferibilmcntc 250 a 500 
mg da ima a tre volte al giomo per via endovenosa, sottocutanea, orale, transdennica o 
topica. 

Infine, secondo un altro dei suoi aspetti, la presente invenzione fomisce una 
composizione cosmetica comprendente una qutotita efiScace di un epiK5-amina-0- 
supersolfatata-derivato N-sostituito o un suo sale farmaceaticamente accettabile, in 
miscela con un eccipiCTite cosmetico. 

Un sale scelto dal grappo consistente nei sali di sodio, potassio, calcio, 
magnesio, alluminio e zinco costituisce valido principio attivo delle composizioni della 
presente invenzione. 

I seguenti esempi illustrano Tinvenzione senza tuttavia limitarla. 

PREPARAZIONEI 
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Preparazione del polisaccaride K5 da Escherichia coli 
Viene d^iima eseguita una fennentazione in beuta utilizzando il. seguente 
medium: 

Farina di soia degrassata 2 g/I 

K^HP04 9.7 

KH2PO4 ^ 2 g/1 

MgCla 0,11 g/1 

Sodio citrato 0,5 g/1 

Ajtmnonio solfato 1 g/j 

Glucosio 2 g/1 

Acquadifonte 1000 ml 

pH-7,3 ■ ^. * . - 

n medium viene sterilizzato a 1 20°r per 20 rrunuti. n glucosio ^^ene preparato 
sqparatamente in forma di soluzione che viene sterilizzata a 120°C per 30 minuti e 
addizionata steiilmente al medium. La beuta viene inoculata con una sospensione di 
cellule di E. coli Bi 8337/41 (O10:K5:H4) proveniente da uno slant tenuto in Triptic soy 
agar, e incubata a 37°C per 24 ore sotto agitazione controUata (160 rpm, 6 cm di cotsa). 
La crescita batterica si inisura contando le cellule con il microscopic. In un'operazione 
successiva, un fennentatoie CSiemap-Braun da 14 1 contenente lo stesso medium di cui 
sopra, viene inoculate alio 0,1% con la coltura della beuta di cui sopra e si effettua la 
fermmtazione mediante aerazione di 1 wm, (wm == volume di aria per volume di 
liquido per minuto) agitazione 400 rpm e temperatura di 37°C per 18 ore. Durante la 
fermentazione vengono misurati il pH, .l'ossigeno, il glucosio residuo, il polisaccaride , 
K5 prodottd e la crescita batterica. Alia fine della fennentazione la temperatura vieae 
portata a 80°C per 10 minuti. Le cellule vengono separate dal mediunf- traiiite 



23 



centrifiigazione a 10.000 rpm e il sumatante viene iiltrafiltrato iisando un modulo SS 
316 (MST) equipaggiato con membrane PES con cut-off nominale di 800 e .10.000 D 
per ridurre il volume a 1/5. H. poKsaccaride K5 viene quindi precipitate mediante 
addizione di 4 volumi di acetone a 4'»C e lasciato a sedimentare per una notte a 4°C. 
Infine viene recuperate mediante centrifiigazione a 10.000 ipm per 20 minuti o 
fiitrazione. Si esegi^e poi la deproteinizzazione del solido ottemito utilizzando una 
proteasi di tipo H da Aspergillus orizae in tampone di NaCl 0,1 M e EDTA 0, 15 M a pH 
8 contenente SDS (sodio dodecil solfato) alio 0,5% (10 mg/1 di filtrato) a 37°C per 90 
minuti. La soluzione ottenuta viene ultrafiltrata su modeUo SS 3 16 con membrane a cut- 
off nominale di 10.000 D con 2 estrazioni con NaCl IM e lavata con acqua fine a 
scomparsa dell'assorbanza nell'ultrafilttato. H poUsaccaride K5 viene quindi precipitato 
con acetone e si ottiene una resa di 850 mg per litro ^ fe^entatore. Ea purezza del 
polisaccaride ottcnuto viene misnr»ta tramite la detemiinazicne degli acidi uronici 
(metodo al caibazolo), NMR al protone e al carbonio 13, UV e contenuto di proteins. La 
purezza risultamaggiore deir 80%. 

H polisaccaride ottenuto b composto da due frazioni a diverse peso mblecolare, 
rispettivamente 30.000 e 5.000 D come risulta dalla determinazione mediante HPLC 
impiegando una colonna Pharmacia 75 HR e una frazione singola con un ten^o di 
ritenzione di circa 9 minuti usando due colonne in serie di Bio-sU SEC 250 (Bio Rad) e 
Na2S04 come fese mobile a tenq)eratura ambiente e fliisso di 0,5 ml/minuti. La misura 
viene effettuata contro una curva standard ottenuta con firazioni di eparina a peso 
molecolare noto. 

Lo spettro *H- RMN del K5 purificato cosi ottenuto mostra diversi segnali 
attribiiibili a metili di sostanze lipofile. 

PREPARAZIOISIE H 
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Purificazione del K5 
In 100 ml di una soluzione acquosa satura di cioruro di sodio e tennpstatata a 
4^C viene sciolto 1 g del K5 ottenuto alia fine della PREPARAZIONE I e alia soluzione 
cosi ottenuta vengono addizionati 3 volumi di isopropanolo fireddo. La concentrazione . 
salina della soluzione yiene portata a 3 M mediante aggiunta della quantity calcolata di 
una soluzione satur^ di cioruro sodico e si lascia la soluzione ottenuta ia ambiente. 
fireddo (circa 4°C) per una notte. n precipitate fonnatosi viene separato mediante 
centrifugazione a 10.000 rpm per 20 minuti e la purezza del prodotto viene contrbUata 
mediante dialisi per una notte e successivo esame dello spettro ^H-RMN, da cui devono 
essere assenti segnali nella regione sotto 1,5 ppm. Se necessario, I'operazione di 
dissoluzione in acqua satura di NaCl e precipitazione con isqpropanold viiaie ripetuta. II 
precipitatp viene sciolto in acqua e ultrafiJltratb su membjrmafKliiuplate Millipore cut off 
10.000 D j5no a scomparsa del sali. Si ottiene cosi un K5 avente una purezza di almeno 
99% dal cui spettro 'H-RMN non risulta alcuna traccia di impurezze lipofile nella 
regione sotto 1,5 ppm. 

PREPARAZIONE m 
Preparazione di un KS-N- solfato 

(i) N'Deacetilazione 

Dieci grammi di polisaccaride K5 puro preparato come descritto nella 
PREPARAZIONE II vengono disciolti in 1000 ml di sbdio idrossido.2N e la soluzione 
cosi preparata viene lasciata a 60 °C per 24 ore. La soluzione viaie portata a 
temperatura ambiente quindi a pH neutro (pH7) con acido cloridrico 6N. 

(ii) N-solfatazione 

Alia soluzione contenente il K5 deacetilato, niantenuta a 40 ^^C, vengono 
aggiunti 16 g di sodio carbonato e successivammte e in 4 ore, 16 g di piiri^iia.S03\ 
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Alia fine della reazione, dopo 24 ore, la soluzione viene portata a temperatura ambiente, 
poi a pH 7,5-8 con una soluzione al 5% di acido cloridrico. II prodotto viene purificato 
dai saK mediante diafiltrazione usando una membrana a spirale awolta da 1.000. D 
(prepscale cartridge-Millipore). II processo viene terminato quando la conducibilita del 
penneato h inferiore a 1000 ^iS, preferibilmente inferiore a 100 |iS. L'intradialisi si 
riduce fino ad ottenqre una concentrazione del polisaccaride del 10% usando lo stesso 
sistema da dialisi in concentrazione. La soluzione concentrata viene essiccata mediante 
liofilizzazione. All'analisi dello spettro l^C-RMN non ^paiono N-acetili o NHa 
residui. 

PREPARAZIONEIV 
Preparazione di un epiKS-N-solfato 
Una soluzione di 10 g del K5-N-solfat6 ottenito^ come descritto nella 
rREPARAZIONE III in 600 ml di lampone HEPES 25 mlvl a pH 7, contenente CaCi2 a 
una concentrazione 50 mM viene fatta ricircolare attraverso una colonna da 50 ml 
caricata con resina Sepharose 4B contenente 5 g di C5-epimerasi ricombinante (WO 
96/14425) immobiUzzata come descritto in WO 01/72848. La reazione h condotta a 
30*^0 a pH 7 con un flusso di 200 ml/h per 24 ore. n prodotto ottenuto viene purificato 
mediante. ultrafiltrazione e precipitazione con etanolo. Si ottiene cosi un epiKS-N- 
sol£tto il cui contenuto in acido iduronico e del 54%. 

PREPARAZIONE V 
Preparazione di un LMW-epiK5-N-solfato 
1 g di prodotto ottenuto nel passaggio (a) viene depolimerizzato mediante il 
metodp di degradazione con acido nitroso e seguente ridxizione deU'aldeide foxmatasi. 
In particolare si precede sciogUendo il prodotto in 25 ml di acqua distillata. e. 
addizionandolo con 230 mg di sodio nitrito disciolti in 115 ml di acqua disfillata. La 
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soluzione viene quindi portata a 4°C e il pH a 2 con HCl 0,1 N e mantenutd per 30. 
minuti. A fine reazione la soluzione viene portata a temperatura ambiente e il pH a 7 
con NaOH 0,1 M. La soluzione viene quindi addizionata con 450 mg. di NaBHU e 
lasciata reagiie per 4 ore. n prodotto viene recuperato tramite precipitazione con 3 
volumi di acetone a 4*'C, filtrazione con imbuto filtrante;e essiccamento a 40° C in stufa 
a vuoto. Si'ottengonp 900 mg di LMW-epiK5-N-solfato con una distiibuzione di pesi 
molecolari misurata con metodo HPLC che va da 1 .000 a 4.000. 

ESEMPIO 1 
EpiKS-amina-Osupersotfattaa-N-solfato 

(a) Sale di tetrabutilammonio dell 'epi K5-N-solfato 

Una soluzione di 400 mg di epiK5-N-solfato in 40 ml di abqua viene 
tennostatata a.. 4*'C, quindi passata su resina a scambio' ioni(» BR. XIO*' pfedondizionata 
con acqua a A^C. T.'eliiato oU.enuto, consistents in IDO mi di una soliizioue a pK 1,94, 
viene neutralizzato con una soluzione di idrossido di tetrabutilammonio al 15% e 
lasciato a temperatura ambiente per un'ora, mantenendo il pH a 7 mediante aggiunta di 
idrossido di tetrabutilammonio al 15% e infine viene lioJQlizzato. Si ottengono cosi 805 
mg di sale di tetrabutilammonio di epiK5-N-solfeto. 

(b) Epi-K5-amina-0-supersolfatata 

Una soluzione contenente ^ 805 mg del sale cosi ottenuto in 30 ml di 
dimetilformamide viene posta a 55°C e trattata con 30 ml di dimetilformamide 
contenoite 2,26 g di addotto piridina.S03. La reazione a 55°C viene continuata per tutta 
la notte poi alia miscela sono aggiunti 60 ml di acqua. Dopo neutralizzazione con NaOH 
IN, il prodotto b precipitato con 3 volumi di acetone saturo di NaCl e posto a 4°C per -. 
una notte. n precipitato h recuperato per filtrazione su guch G4 e quindi ultrafiltrato con 
sistemaMilUpore TFF da 1000 D e seccato a pressione ridotta. Si ottengono 550 mg di 
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epi-K5-amina-0-supersolfatata avente un contenuto di acido iduronico del 54%, di 
glucosaimna-6-O-solfato del 100%, di glucosamina 3-O-solfato del 60%, . di acido 
glucuronico monosolfeto del 10%, di acido idmonico monosolfeto del 15%, il resto 
delle unit^ uroniche essendo disolfatato, con.un grado di solfataziohe di 3,55 misuratb 
con metodo conduttimetrico secondo Casu et al 1975. 
(c) EpiJ^S-amina^O-supersolfatata-N'Solfato 

A ima soluzione di 250 mg della epi-K5-acaina-0-supersolfatata ottenuta nel 
passaggio (b) in 15 ml di acqua vengono aggiunti 400 mg di carbonate sodico, poi alia 
miscela cosi ottenuta vengono agginnti 400 mg di addotto piridina.S03 in foima solida 
poco per volta in 4 ore. La miscela di reazione viene tenuta a 55°C per tatta la notte, 
quindi viene fennata portando il pH a 7 con HCl 0,1N, Dopo ullrafiltxazione su 
membrana da 1000 D vragono aggiunti 3 volumi di acetgne ^turo.di.cloruro sodico e il 
precipilato 6 recuperate per cenlri^^lga^ione a 5000 rpm per 5\- Si ottengono cosi 244 
mg di epiK5-aniina-0-supersolfatata-N-solfato il cui contenuto in acido iduronico e del 
54%, in 6-rO-solfato del 100%, in N-s6lfato del 100%, in glucosamina 3-O-solfato del 
60%, in acido glucuronico monosolfato del 10%, in acido iduronico monosolfato del 
15%, il resto delle unita uroniche essendo disolfatato, e il cui grado di solfatazione* h 
4,25 misurato con metodo conduttimetrico secondo Casu et al 1975. 

ESEMPI02 
N-Acetil-^piKS-amina-O-supersolfatata 

Una soluzione di 250 mg di epi-K5-amina-0-supersolfatata ottenuta nel 
passaggio (b) deU'Esempio 1 in 75 ml di acqua e raf&eddata a 4''C sono aggiunti 7,5 ml 
di metanolo e 3,75 ml di anidride acetica. La reazione h mantenuta a per 2 ore 
mantenendo il pH a un valore di 7 con NaOH 5M; Dopo ultrafiltrazione su membrana 
da 1.000 D sono aggiunti 3 volumi di acetone saturo di cloruro sodico e il precipitato e 
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reciq)erato per centcifu^udbne a 5.000 ipm per 5'. Si ottengono cod 249 mg di N-acetU- 
epiKS-amina-O-supersolMata il cui contenuto in acido idmonico h del 54%, in 
glucosamina-e-O-solfeto del 100%, in N-acetile del 100%, in glucosamina 3-O-solfato 
del 60%, in acido glucuronico monosol&to del 10%, in acido idutonico monosolfato del 
15%, il resto delle uniti uroniche essaido disolfatato, e il cui grado di splfetezdone b 3,5 
misnrato con metodo conduttimetrico secondo Gasu et al 1975. 



29 




RIVENDICAZIONI 

1. * Un epiKS-amiiia-O-supersolfatata-derivato N-solfato o N-acilato con un acido 
(C2-C4)carbossilico, avente un qontenuto in acido iduronico del 20-60%, un peso 
molecolare medio da circa 2.000 a circa 45.000 e un grado di solfetazione di almeno 3,4 
detto derivato essendo sostanzialmente inattivo sui parametri della coagulaziohe. 

2. Un epiKS-aipina-O-supersolfatata-derivato N-s61fato o N-acilato second© la 
rivendicazione 1, il cui peso molecolare medio e tra circa 15.000 e circa 45.000. 

3. Un epiK5-anima-0-suparsolfatata-derivato N-solfato o N-acilato secondo la 
rivendicazione 1, il cui peso molecolare medio e tfa circa 4.500 e circa 8.500. 

4. Un epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato N-solfato secondo una delle 
riyendicazioni 1-3, caratterizzato dal fatto che dettb grado di solfatazione e da 4 a 4,6. 

5. Un epiK5-amina-0-supCTsolfatata-derivato N^aciMa secondo Una delle 
nvendicazioni 1-3, caratterizzato dal fatto che detto grado di solfajazione e da 3,4 a 3,8. 

6. Un epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato N-solfato secondo una delle 
rivendicazioni 1-4, caratterizzato dal fatto di essere 100% 6-O-solfatato e 50-80% 3-0- 
splfatato nelle sue unita glucosaminiche, 5-10% O- monospjfatato in mdtk 
glucuroniche, 10-15% 3-O-monosolfatato in unita iduroniche e 2,3-di-O-solfatato nelle 
rimanenti uniti uroniche. 

7. Un epiECi-amina-O-supersolfatata-derivato N-acilato secondo una delle 
rivendicazioni 1-3 e 5, caratterizzato dal fatto di essere 100% 6-O-solfatato e 50-80% 3- 
O-solfatatato nelle sue \mitk glucosaminiche, 5-10% O-monosolfatato in unita 
glucxironiche, 10-15% O-monosolfatato in imita iduroniche e 2,3-di-O-solfatato nelle 
rimanenti imit^ uroniche. 

8. Un epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato N-solfato o N-acilato secondo una 
delle rivendicazioni 1-7, caratterizzato dal fatto di essere costituito da una miscela di 
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catene in cui almeno il 90% di dette catiene ha la fonnula m 




(III) 



in cui le unit^ Uroniche sono costituite per il 20-60% da acido iduronico, R, R*, R" 
rappresentano idrogeiio o SOa", R essendo SO3' in almeno 40% di detta miscela di 
catene, Zh\m (C2-C4)acile o un gruppo SO3', n e un numero intero da 3 a 100, il grado 
di solfatazione e almeno 3,4 e il corrispondente catione b chimicamente o 
fannaceuticamente accettabile. 

9. Un epiKS-amina-O-supersolfatata-derivato N-solfatQ- o N-acilato secondo la 
rivendicazione 8 caratterizzato dal fatto che detto catione h "scelto tra quelli di metalli 
alcalini, alcalino-terrosi, di aimnonio, (Ci-C4)tetxaalcliilammomo, alltiminio e zinco. 

10. Un epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato N-solfeto o N-acilato secondo la 
rivendicazione 9 caratterizzato dal fatto che detto catione e scelto tra. quelli del sodio, 
calcio e tetrabutilammonio. 

11. Un epiK5-amina-0-supersolfatata N-solfato o N-acilato secondo una delle 
rivendicazioni 8-10, caratterizzato dal fatto di essere costituito da una miscela di catene 
in cui almeno il 90% di dette catene ha la formula m in cui le uniti uroniche sono 
costituite per il 40-60% da acido iduronico, n 6 un numero intero da 3 a 100, con im 
peso molecolare medio da circa 2,000 a circa 40.000, R 6 .50-80% SO3", R' e R" sono 
ambedue SO3' oppure uno b idrogeno e I'altro e 5-10% SOa' in acido glucuronico 
monosolfato e 10-15% SO3" in acido iduronico monosolfato, Z e 100% SO3" o (C2- 
C4)acile, il grado di solfatazione b superiore a 3,4 e il corrispondente qatione e 
chimicamente o fannaceuticamente accettabile. 
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12, Un epiK5-amina-0-supersolfatata N-sol&to o N-acilato secondo una delle 
rivendicazioni 8-10, caratterizzato dal fatto di essere costituito da una miscela di catene 
in cui almeno il 90% di dette catene ha la formula m in cui le umtk mromohe sono 
costituite per il 40-60%, preferibilinente 50-55%, da acido iduronico, R 6 50-80% SO3', 
R' e R" sono ambedue SO3" oppure uno h idrogeno e Taltto e 5-10% SO3' in acido 
glucuronico e 10-15% SO3' in acido iduronico, Z e 100% SOa" o (C2-C4)acile, n e un 
numero intero da 3 a 15, con un peso molecolare medio da drca 4.000 a circa 8.500 e il 
conispondente catione e chinaicamente o faimaceuticamente accettabile. 

13, Procedimento per la preparazione di un qpiK5-ainina-0-supersolfatata-derivato 
N-solfato o N-acilato secondo una delle rivendicazioni 1-12, caratterizzato dal fatto che 

(a) si tratta un polisaccaride K5, previamente N-deafcetilato, N-solfatato, C5- 
epimerizzato al . 20-60% e eventualnientQ d^olimerizzato con acido 
nitroso, aventc un peso molecolare medio tra ciica 1.500 e circa 25.000, 
in forma acida, con una base organica terziaria o quaternaria, lasciando la 
miscela di reazione a se per un periodo di tempo di 30-60 minuti a pH 
circa 7 e si isola il suo sale con detta base organica; 

(b) si tratta detto sale di base organica di detto polisaccaride con un reattivo 
di O-solfatazione nelle condizioni di O-supersolfatazione; 

(c) si tratta un sale di ima base organica. terziaria o quatemaria del prodotto 
cosi ottenuto con un reattivo di N-solfatazione o con un derivato 
ftmzionale di xm acido carbossilico (C1-C4), si isola repiK5-amina-0- 
supersolfatata-derivato N-sostituito cosi ottenuto. 

14, Procedimento secondo la rivendicazione 13, caratterizzato dal fatto che detto 
epiK5-ainina-0-supersolfatata-derivato N-sostituito cosi ottenuto b isolato sotto forma 
di sale di sodio e eventuahnente trasformato in un altro sale cWmicamente o 
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futtiaceaticamente accettafoile. 

15. Procedimento secondo la rivendicazione 14, caratterizzato dal fatto che, 
passaggio (a) si usa Tidrossido di tetrabutaanmionio in quality di base organica terziaria 
o quatemaria. 

16. Procedimento secondo una delle rivendicazioni 13-15, caratterizzato dal fatto 
che, nel passaggio \ (b) la O-supersolfataziorie h condotta in dimetUformamide 
utilizzando 2-4 moli di reattivo di O-solfatazione per OH disponibile per disaccaride a 
ima temperatura di 40-60°C per 15-20 ore. 

17. Procedimento secondo ima delle rivendicazioni 13-16, caratterizzato dal fatto 
che come materiale di partenza si usa un epiK5-N-solfato-derivato costituito da una 
niiscela di catene in cui almeno il 90% di dette catene ha la formula I 




COO" 



NHSO; 



(1) 



in cui le unita uroniche sono costituite per il 20-60% da acido iduronico, n e un numero 
intero da 3 a 100 e il corrispondente catioiie e chimicamente o fermaceuticamente 
accettabile. 

18. Procedimento secondo la rivendicazione 17, catatterizzato dal fatto che detto 
materiale di partenza e costituito da una miscela di catene in cui almeno il 90% di dette 
catene ha la formula I, in cui n 6 come definite nella rivendicazione 17 e le uirit^ 
uroniche sono costituite per il 40-60% da acido iduronico. 

19. Procedimento secondo xma delle rivendicazioni 17 e 18, caratterizzato dal fatto 
che detto materiale di partenza e costituito da una miscela di catene in cui almeno il 
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90% di dette catene ha la formula I, in cui n e.iin numero intero da 3 a 15. 

20. Procedimento secondo una delle rivendicazioiii 17 a 18, caratterizzato dal fatto 
che detto materiale di partenza proviene da una N-deacetilazione e da una N- 
solfatazione di un K5 sostaxizialmente privo di sostanze lipofile. 

21. Un epiKS-amina-O-supersolfatala-derivato il cui contenuto in acido iduronico. e 
il 20-60% del totale degli acidi uronici, ayente un peso molecolare medio da circa 2.00Q. 
a circa 40.000 e xm grado di solfatazione di almeno 3,4. 

22. Un epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato secondo la rivendicazione 21, 
caratterizzato dal fatto che detto qpiKS-amina-O-supersolfatata-derivato^ costituito da 
una miscela di catene in cui ahneno il 90% di dette catene ha la formula n 



-ft' 



in cui le xmitk uroniche sono costituite per il 20-60% da acido iduronico, n 6 un numero 
intero da 3 a 100, R, R' e R" sono idrogeno 6 SO3', il grado di solfatazione h almeno 3*4 
e il corrispondente catione h chimicamente o farmaceuticamente accettabile. 

23. Un epiK5-amina-0-supersolfatata-derivato secondo la rivendicazione 22, 
. caratterizzato dal fatto che detto grado di solfatazione b da 3,55 a 3,8. 

24. Un epiK5-ainina-0-supersolfatata-derivato secondo la rivendicazione 22 o 23, 
caratterizzato dal fatto di essere costituita da una miscela di catene in cui almeno il 90% 
di dette catene ha la formula EE in cui le uniti uroniche sono costituite per il 40-60%.da 
acido iduronico, n e un numero intero da 3 a 100, con un peso molecolare medio da 
circa 2.000 a circa 40.000, R h 50-80% SO3", R' e R" sono ambedue SOz' oppure uno 6 
idrogeno e Taltro e 5-10% SO3" in acido glucuronico monosolfato e 10-15% SOa" in 
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.acido iduronico monosol&to, H grado di sol&tazione h superiore a 3,4 e il 
coirispondente catione e chiinicainente o &miaceuticamente accettabile. 

25. Una composizione farmaceutica comprendente, in quality di un suo principio 
attivo, una quantity fannacologicamente. attiva di un epiK5-aniina-0-supersolfatata- 
derivato N-sostituito secondo iina delle rivendicazioni da 1 a 12 in miscela con un 
eccipiente farmaceutico, 

26, Una composizione cosmetica comprendente una quantity efficace di un epiKS- 
amina-O-rSupersolfatata-derivato N-sostituito secondo una delle rivendicazioni da 1 a 
12, in miscelk con un eccipiente cosmetico. 
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